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摘　要 :建立了高效液相色谱法检测植物性样品中三聚氰胺的方法。样品由 1 %三氯乙酸—乙腈

超声提取 ,加入蛋白沉淀剂进行纯化。色谱柱 ZORBAX SB - Aq (250 mm×4. 6 mm , 5μm) ,流动相为

磷酸 - 三乙胺溶液 ,流速为 0. 6 mL/ min检测波长为 240 nm ,回收率为 89. 8 %～91. 1 % ,相对标准偏

差在 0. 75 %～1. 60 %之间。
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Determination of melamine in vegetable products by HPLC
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Abstract :An analytical method for detecting melamine in vegetable materials by HPLC was established. Sam2
ples were extracted by ultrasonic extraction with 10 % TCA - acetonitrile and purified by protein precipitator.

The HPLC conditions : ZORBAX SB - Aq (250 mm×4. 6 mm , 5μm) , phosphoric acid - triethylamine as mo2
bile phase and UV detection at 0. 6 mL/ min with wavelength 240nm. The recovery rate were 89. 8 % ? 91. 1 %

and RSD was 0. 75 %～1. 60 %.
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　　三聚氰胺 (melamine)简称三胺 ,学名三氨三嗪 ,

别名蜜胺、氰尿酰胺、三聚酰胺 ,主要用于生产三聚

氰胺—甲醛树脂[1 ]。是一种重要的氮杂环有机化工

原料 ,广泛用于木材、塑料、涂料、造纸、纺织、医药等

行业[2 ]。

有关食品及饲料制品中添加三聚氰胺的事件最

初报道于我国出口到美国的小麦蛋白粉和大米蛋白

浓缩物所引起的宠物中毒事件 ,国家质检总局积极

应对 ,要求对列入法检目录的出口植物源性蛋白及

其辅料进行检测。而后 ,爆发于我国部分幼儿奶粉

所引发的尿结石事件再次使三聚氰胺的检测成为关

注热点。我国已经发布了有关原料乳及乳制品中三

聚氰胺的检测标准 ,但是 ,检测成本较高。因此 ,开

发一些低成本的检测方法 ,满足大多数食品及饲料

生产企业的日常检测需要 ,是我们需解决的问题。

本文建立了 HPLC法测定植物性原料中三聚氰胺的

含量 ,该方法简便、快速 ,成本较低 ,适合于中小企业

的日常检测。
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1　材料与方法
1. 1　仪器和试剂

1. 1. 1　仪器和设备

Waters 2695 - 2996 液相色谱仪 ;AL204 电子天

平 (梅特勒仪器有限公司) ;FE20 pH计 (梅特勒仪器

有限公司) ;XW - 80A旋涡混合器 (海门市其林贝尔

仪器制造有限公司) ;SK7200LHC超声清洗器 (上海

科导超声仪器有限公司) ; RC - 6 Plus 高速离心机

(美国热电仪器有限公司) 。

1. 1. 2　试剂

三聚氰胺由杭州捷尔斯阻燃化工有限公司提

供 ;甲醇、乙腈、辛烷磺酸钠、三乙胺为色谱级 ;三氯

乙酸、柠檬酸、盐酸为分析纯 ;水为Millipore 超纯水 ,

样品 :面粉、米粉、藕粉、大豆粉均购于杭州联华超市。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　样品的处理

准确称取 2 g上述四种样品于 50 mL离心管中 ,

分别加入 1 %三氯乙酸 10 mL和乙腈 10 mL ,超声提

取 10 min ,再在旋涡混合器上振荡提取 10 min后 ,以

5000 r/ min离心 10 min。取上清液 10 mL各二份 ,分

别加入 2 mL 10 % 亚铁氰化钾及乙酸锌溶液 ,振荡
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混合后 ,静置 30 min ,经三氯乙酸溶液润湿的滤纸过

滤后 ,用水定容到 25 mL。过 0. 45μm 滤膜后 ,在

HPLC上分析测定。

1. 2. 2　液相色谱条件

色谱柱 : ZORBAX SB - Aq (250 mm ×4. 6 mmi.

d. , 5μm) ;流动相 :磷酸 - 三乙胺溶液 (0. 01 mol/ L

磷酸溶液 ,用三乙胺调节溶液 pH = 3 即可) ;流速 :

0. 6 mL/ min ;进样体积 :10μL ;柱温 :室温 (约 15℃) 。

2　结果与讨论
2. 1　提取方法的选择

在实验中 ,尝试用甲醇、甲醇—水、乙腈、乙腈—

水、1 %的三氯乙酸等试剂进行了提取 ,并进行 HPLC

分析。结果表明 :单纯的有机相并不能完全将制品

中的三聚氰胺提取出来 ,而且提取液的杂质含量较

高。甲醇—水提取液则比较浑浊 ,即使经离心及

0. 22μm滤膜过滤后 ,仍不能得到改善。最终 ,选定

用 1 %三氯乙酸—乙腈作为提取溶剂 ,采取超声、旋

涡提取等方法保证提取完全。

2. 2　检测波长确定

通过二极管阵列检测器波长扫描 ,三聚氰胺在

215、240 nm处均有最大吸收 ,但 215 nm处干扰较

大 ,因此 ,选择 240 nm 作为测定乳制品中三聚氰胺

的检测波长。

2. 3　流动相的选择

根据文献报道 ,分别对氨水—高氯酸 (pH =

6. 5) [3 ]、乙酸锌溶液—乙腈 (90∶10) 、柠檬酸 - 辛烷

磺酸钠 (pH = 3)∶乙腈 (9∶1) [4 ]、磷酸 - 三乙胺溶液
(pH = 3)等作为流动相进行了试验。其中 ,氨水—

高氯酸及乙酸锌—乙腈体系均不能得到良好的峰形

或分离度 ,而柠檬酸 - 辛烷磺酸钠体系则由于温度

对保留的影响过于显著 ,导致保留时间不能良好重

现。因此 ,本实验选用磷酸 - 三乙胺溶液 (pH = 3)

作为流动相。由于纯水体系对于常规 C18柱的不良

影响 ,最终实验选用 ZORBAX SB - Aq色谱柱。在此

条件下 ,三聚氰胺的标准色谱图如图 1所示。

图 1　三聚氰胺的标准溶液色谱图

2. 4　纯化方法的选择

对于食品原料而言 ,经提取溶液提取后 ,较高含

量的蛋白质成为干扰测定的因素。因此 ,本实验采

取加入蛋白质沉淀剂的方法 ,来消除可能的干扰 ,实

验证明 ,相比常用的 SPE萃取净化方式 ,这种纯化

方法具有简便、经济等优势。面粉、米粉、藕粉、大豆

粉的色谱图分别见图 2～图 5。
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2. 5　线性关系的考察

以外标法进行定量 ,配制三聚氰胺标准系列

0. 8、2、20、40、80μg/ mL ,分别进样 10μL ,所得如图 6

所示实验结果。

图 6　三聚氰胺标准曲线

2. 6　回收率及精密度实验

用所购买豆粉进行加标实验 ,计算回收率。分

别进行五个水平的加标 ,每个水平平行测定 5次 ,结

果见表 1。
表 1　豆粉样品中三聚氰胺回收率 %

添加水平
/ (mg/ kg)

测定值

1 2 3 4 5
平均
值
相对标准
偏差 RSD

10 89. 8 91. 6 89. 2 91. 9 90. 4 90. 6 1. 04
20 89. 9 90. 1 92. 4 89. 5 88. 7 90. 1 1. 00
30 91. 1 90. 4 89. 7 88. 9 90. 6 90. 1 0. 75
40 91. 4 92. 2 90. 7 91. 8 89. 6 91. 1 0. 88
50 90. 6 89. 1 91. 7 88. 6 89. 2 89. 8 1. 60

由表 1 可以看出 ,当添加水平在 10. 0～50. 0

mg/ kg范围内 ,回收率在 89. 8 %～91. 1 %之间 ,能够

满足常规检测的需要。回收率结果偏低的原因可能

是固体样品中三聚氰胺提取不完全所致。测定的相

对标准偏差在 0. 75 %～1. 60 %之间 ,具有较好的重

现性 ,精密度较高。

2. 7　最低检测限

以信噪比 S/ N = 3计算 ,在上述实验条件下 ,三

聚氰胺的检测限 8. 0 ng。

2. 8　样品分析

对市售的面粉、米粉、藕粉、大豆粉等样品分别

按照实验方法进行测定 ,均未检出三聚氰胺。

3　结论
本研究中所确定的检测方法用于各种植物性样

品及原料等的日常检测 ,具有检测成本低、检测效率

高以及操作简单等特点。同时 ,对于此方法在乳制

品及含乳饮料中的应用 ,也已经做了系统的研究 ,结

果表明 ,此方法也同时能够应用于乳制品中三聚氰

胺的检测。但对于此方法在其他样品如蛋制品、水

产品等样品中的应用 ,仍有待于进一步的研究。除

此之外 ,从分离图谱上可以看出 ,样品中基质与三聚

氰胺能够完全分离 ,但基质峰的保留时间与三聚氰

胺较为接近 ,因此 ,在后续的实验中 ,我们将对方法

本身进行相应的完善与优化。
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